A csontvelői eredetű őssejtek megjelenése az ép vastagbélhámban és a gyulladást követő hámregenerációban = Appearing of bone marrow derived stem cells in healthy- and regenerating colonic epithelium by Valcz, Gábor et al.
ÖSSZEFOGLALÓ REFERÁTUMOK
 2009  ■  150. évfolyam, 40. szám  ■  1852–1857.1852
ÖSSZEFOGLALÓ REFERÁTUMOK
DOI: 10.1556/OH.2009.28719
A csontvelői eredetű őssejtek megjelenése 
az ép vastagbélhámban és a 
gyulladást követő hámregenerációban
VALCZ GÁBOR1  ■  KRENÁCS TIBOR DR.2  ■  SIPOS FERENC DR.1
WICHMANN BARNABÁS1  ■  TÓTH KINGA DR.1  ■  LEISZTER KATALIN DR.1
BALOGH ZSÓFIA2  ■  CSIZMADIA ANNAMÁRIA2
HAGYMÁSI KRISZTINA DR.1  ■  MŰZES GYÖRGYI DR.1  ■  MASSZI TAMÁS DR.4
MOLNÁR BÉLA DR.1, 3  ■  TULASSAY ZSOLT DR.1, 3
Semmelweis Egyetem, Általános Orvostudományi Kar, 1II. Belgyógyászati Klinika, 
2 I. Patológiai és Kísérleti Rákkutató Intézet, Budapest
3Magyar Tudományos Akadémia, Molekuláris Medicina Munkacsoport, Budapest 
4Fővárosi Egyesített Szent István és Szent László Kórház-Rendelőintézet, 
Hematológiai és Őssejt-transzplantációs Osztály, Budapest
A vastagbél gyulladásos folyamataiban kialakuló regenerációban csontvelői eredetű mesenchymalis őssejtek (MSC) is részt vehetnek. 
Ezek a sejtek a vastagbél hámrétegébe vándorolnak, ahol hámsejtté érnek, vagy megtartva őssejttulajdonságaikat, utódsejteket hoz-
nak létre. Az MSC-sejtek feltehetően a lymphoid aggregátumok területén lépnek ki az erekből, majd innen vándorolnak a környező 
cryptákba. Vándorlásuk során a szöveti mikrokörnyezet hatására megváltoznak. Célkitűzés: Munkánkban a csontvelői őssejtek vas-
tagbélhámba épülésének jellegzetességeit vizsgáltuk egészséges és gyulladásos mintákban. Megvizsgáltuk a lymphoid aggregátumok 
szerepét is a hámréteg regenerációjában. Anyagok és módszerek: Tanulmányunkhoz férﬁ  donor csontvelővel átültetett nők vastag-
beléből származó biopsziás mintákat használtunk fel. A mintákon először nemi kromoszómákat mutattunk ki ﬂ uoreszcens in situ 
hibridizációval (FISH), majd a metszeteket digitálisan archiváltuk, ez után CD45 és cytokeratin (CK) kettős ﬂ uoreszcens immun-
hisztokémiai (IF) jelölést végeztünk. A metszeteket ismételten digitalizáltuk, a mintákat virtuális mikroszkóp (Mirax Viewer) se-
gítségével párhuzamosan értékeltük. Eredmények: A crypták hámrétegébe beépülő Y-FISH-pozitív, CD45-negatív potenciális 
 MSC-sejtek száma lényegességi szintet meghaladó (szigniﬁ káns) emelkedést (p = 0,002; p = 0,003) mutatott (1,075%) a lymphoid 
aggregátumok környezetében, mind a normális vastagbélszövet (0,027%), mind az enyhe gyulladásos (0,045%) mintákhoz képest. 
Következtetés: Adataink arra utalnak, hogy a szöveti őssejtek kapacitása elégséges a kisfokú gyulladásos folyamatok regenerációjához. 
Az aspeciﬁ kus gyulladás esetében azonban a hámrétegbe beépülő MSC-sejtek száma megnő, ezek funkcionáló hámsejtté érése gya-
koribb, mint az utódsejtek létrehozása. Eredményeink azt mutatják, hogy a lymphoid aggregátumok részt vesznek a hám regenerá-
ciós folyamataiban.
Kulcsszavak: hámregeneráció, mesenchymalis őssejt, vastagbélgyulladás
Appearing of bone marrow derived stem cells in healthy- 
and regenerating colonic epithelium
In the process of regeneration following colon inﬂ ammation mesenchymal stem cells (MSC) of bone marrow origin may also take 
part besides their local counterparts. These cells migrate in the colon epithelium where they may contribute to epithelial regenera-
tion or form progeny for keeping up local stem cell pool. MSC cells probably leave circulation around lymphoid aggregates to then 
migrate into nearby crypts. During migration they change their phenotype upon the inﬂ uence of local microenvironment. 
Aims: In this study epithelial migration and transition of bone marrow stem cells were examined. Samples from normal healthy 
individuals and from aspeciﬁ c inﬂ ammation were used. The possible role of lymphoid aggregates in the epithelial regeneration was 
also studied. Materials and methods: Samples of normal colon (2) and those showing mild aspeciﬁ c colitis (3) from female patients 
who were initially transplanted with male bone marrow were studied. First we detected gender chromosomes with ﬂ uorescent in 
situ hybridization (FISH) and the samples were archived with digital scanning. Then CD45 and cytokeratin (CK) double immuno-
ﬂ uorescent reactions (IF) were made followed by digitalization again. Digitalized samples were estimated simultaneously with vir-
tual microscopy (Mirax Viewer). Results: Signiﬁ cant elevation of CD45 negative/Y-FISH positive potential MSCs were found in 
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crypts locating to the neighborhood of lymphoid aggregates (1,075%) compared with both normal (0,027%, p = 0,002) and mild 
colitis (0,045%, p = 0,004) samples. Conclusion: Local stem cells probably have enough regeneration capacity in case of minor in-
ﬂ ammation. However, in aspeciﬁ c inﬂ ammation the number of MSCs contributing to epithelial regeneration was elevated, suggest-
ing their facilitated contribution to the repair process with less probable forming of local stem cell progeny.
Keywords: colitis, epithelial regeneration, mesenchymal stem cells
(Beérkezett: 2009. július 21.; elfogadva: 2009. augusztus 16.)
Rövidítések
GALT = bélhez kapcsolódó lymphoid szövet; GVHD = graft versus 
host betegség; EMT = epithelialis-mesenchymalis átalakulás; IEL = 
intra epithelialis lymphocyták; MET = mesenchymalis-epithelialis át-
alakulás; MHC = fő hisztokompatibilitási komplex; MSC = mesenchy-
malis őssejt; SSEA-I = stádiumspeciﬁ kus antigén-I; TGF-β = transzfor-
máló növekedési faktor-β; TNF-α = tumornekrózis faktor-α
A vastagbél bélüregi határát egyrétegű hámszövet bo-
rítja, amely védelmet biztosít a behatoló kórokozókkal 
szemben [1, 2]. A hámréteg sejtjei az érés során a crypta 
alapi részétől a felszín felé vándorolnak, ahol apoptózis 
következtében elpusztulnak és a bélüregbe kerülnek. 
A vastagbél hámsejtjeinek újratermelődése fokozott ős-
sejttevékenységet igényel. A folyamat során kialakulnak a 
szekréciót végző Paneth-, enteroendokrin- és kehely-
sejtek, valamint a felszívást végző hámsejtek [1, 2, 3]. 
A sejtek pótlása normális esetben a szöveti őssejtek fel-
adata, amelyek számát a szervezet bizonyos keretek kö-
zött képes változtatni [4]. Nagyobb mértékű szöveti sé-
rülés, például gyulladásos bélbetegek vagy graft versus 
host betegség (graft versus host disease, GVHD) eseté-
ben a szöveti eredetű őssejtek kapacitása már nem elég-
séges a tökéletes regenerációhoz, ekkor a csontvelői ere-
detű sejtek (például mesenchymalis őssejtek) segíthetik a 
gyógyulást [1, 5, 6].
A mesenchymalis őssejtek (mesenchymal stem cell, 
MSC) 8–10 μm nagyságú, nagy sejtmagú és kevés cito-
plazmájú sejtek (in vitro kultúrákban) [7]. Ex vivo körül-
mények között számos sejttípus kialakulhat belőlük, 
így például csont-, porc-, zsír-, stromalis és hámsejtek 
[8]. Immunhisztokémiai kimutatásuk negatív (CD34, 
CD44, CD45, c-Kit, és major histocompatibility 
complex, MHC I és II) és pozitív (Flk-1, Sca-1, Thy-1, 
CD13, stádiumspeciﬁ kus antigén, I/SSEA-I, Musashi-1) 
jelzők (markerek) segítségével történhet [1, 7]. Az 
epithelium sérülésének következményeként ezek a kerin-
gő csontvelői őssejtek megnövekedett számban vándo-
rolnak a vastagbél stromalis rétegébe [9]. Innen az MSC-
sejtek egy kis része a hámrétegbe épül, ahol többségük 
elköteleződik, kehely-, Paneth-, enteroendokrin-, illetve 
hámsejtté érik. Néhány sejt azonban továbbra is meg-
tartja osztódási képességét. Matsumoto és mtsai által 
csontvelő-átültetett betegeken végzett, az egész emész-
tőrendszerre kiterjedő vizsgálatban, a Musashi-1 (őssejt-
speciﬁ kus mRNS-kötő fehérje) -pozitív sejteknek csak 
0,08%-a volt Y-FISH-pozitív, tehát donor csontvelői ere-
detű, őssejt-tulajdonságú sejt [1].
A mesenchymalis sejtek hámrétegbe történő kilépé-
sét mesenchymalis-epithelialis átalakulásnak (mesenchy-
mal to epithelial transition, MET) nevezzük [10, 11]. 
A szervezetben ﬁ ziológiás (például embrionális fejlődés) 
és patológiás (például gyulladás, áttétképzés) körülmé-
nyek között ennek a folyamatnak az ellentéte (epithelia-
lis-mesenchymalis átalakulás/epithelial to mesenchymal 
transition, EMT) is végbemegy. Az átalakulások a szö-
veti mikrokörnyezet által termelt faktorok (például 
TGF-β, TNF-α, egyes endogén átíró tényezők) hatására 
mennek végbe [11, 12]. Az MSC-sejtek a hámrétegbe 
jutást követően az epithelialis sejtekre jellemző átalaku-
láson mehetnek keresztül (például cytokeratintermelés, 
funkcionális hámsejtté differenciálódás) [1, 13]. Vogel-
stein elmélete szerint az őssejt mikrokörnyezetében ta-
lálható sejtek befolyásolják annak szaporodási tulajdon-
ságait [14]. A feltételezést ebből a szemszögből vizsgálva 
felvethető, hogy a környezeti jelek (szignálok) nemcsak 
az őssejtek szaporodására hatnak, hanem az átalakulás 
irányának meghatározása révén befolyásolhatják az áttét-
képzést is.
A bélhez kapcsolódó lymphoid szövetek (gut-asso-
ciated lymphatic tissue, GALT) elsődleges fontosságúak 
az immunreakciók kialakításában [15, 16], szerepük le-
het azonban a hám gyógyulási folyamataiban is [17]. 
Saxena és mtsai tanulmányukban a hám gyógyulási fo-
lyamatait hasonlították össze, egészséges és Payer-plakk-
eltávolításon átesett patkányokban. Ez utóbbi esetben, 
a gyógyulás korai fázisában a kimetszett területekkel 
szomszédos crypták fejlődése rendellenesnek mutat-
kozott, a sebgyógyulási folyamatok lassabban zajlottak, 
a hámsejtek proliferációja csökkent [17]. Feltételez-
hető, hogy a lymphoid aggregátumok a regeneráció-
ban részt vevő sejtek (például: MSC) kilépési és tárolási 
helyéül szolgálhatnak, amelyek a gyulladásos területre 
vándorolva részt vehetnek a gyógyulási folyamatokban 
(1. ábra).
Tanulmányunk során összehasonlítottuk a hámré-
tegbe épülő Y-FISH+, CD45–, potenciális MSC-sejtek 
számát egészséges és gyulladásos mintákban, valamint 
az egészséges és a gyulladásos minták lymphoid aggre-
gátumokkal határos területein is.
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1. ábra Elméletünk szerint az MSC-sejtek kilépési/tárolási helyeként a lymphoid aggregátumok szolgálhatnak. A lymphoid aggregátumból kilépve a szöveti 
mikrokörnyezet hatására az őssejtek a hámba vándorolnak, ahol hámsejtirányban érnek, vagy pedig őssejtutódokká osztódnak
2. ábra A hámba vándorló, donoreredetű csontvelői (CD45–, Y-FISH+) sejt (piros körök). A kromoszómák jelölése (FISH) (A kép) után, ugyanazon a met-
szeten a CD45 és a cytokeratin (CK) ﬂ uoreszcens im munhisztokémiai (IF) kimutatást végeztünk el (B kép) – 70-szeres nagyítás. Az MSC-sejteket, 
illetve az elkötelezett hámsejteket CD45-negativitásuk és Y-FISH-pozitivitásuk alapján azonosítottuk
Anyagok és módszerek
Férﬁ  csontvelővel átültetett nők vastagbéltükrözése so-
rán szigmabélből és a rectumból származó biopsziás 
mintákat használtunk fel. A betegek életkora 34–52 év 
közé esett. A csontvelő-transzplantációk óta eltelt idő 
1 és 11 év között változott, javallatukat akut myeloid 
leukaemia (AML), akut lymphoid leukaemia (ALL), kró-
nikus myeloid leukaemia (CML), illetve non-Hodgkin-
lymphoma (NHL) képezte. A szövettani vizsgálat során 
a formalinban ﬁ xált, parafﬁ nba ágyazott mintákból 4 μm 
vastagságú metszeteket készítettünk. Deparafﬁ nálást és 
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4. ábra CD45–, Y-kromoszómát tartalmazó sejtek a crypta osztódási 
zónájában. A CD45–, Y+ sejtek nagy száma őssejtaktivitást 
 jelezhet (fehér nyilak). Ezek a sejtek a bevándorló őssejt leány-
sejtjeinek tartott sejtek, jól megkülönböztethetőek az intraepi-
thelialis lymphocytáktól (piros nyíl). Fluoreszcens mikroszkópos 
felvétel, 100-szoros nagyítás
3. ábra A CD45–, Y-FISH+ sejtek aránya az egészséges, a gyulladásos mintákban, valamint a lymphoid aggregátumok közelében található crypták hámrétegé-
ben
Eredmények
Vizsgálatunk során a férﬁ  donorból származó csontvelő-
vel átültetett nőbetegek mintáiban a hámsejtek elsősor-
ban XX-kromoszómákat tartalmaztak. Nem találkoztunk 
olyan mintával, amelyben a férﬁ  csontvelői eredetű (XY) 
sejtek nagymértékben megjelentek volna a crypta hámré-
tegében. A hámrétegben igen kis számban fordultak elő 
olyan CD45-negativitást és Y-FISH-pozitivitást mutató 
sejtek, amelyek elkülöníthetőek voltak a kiérett intraepi-
thelialis lymphocytáktól (IEL) (2. ábra).
A CD45–, Y-FISH+ sejtek számát összehasonlítottuk 
egészséges és gyulladásos mintákban. Ez utóbbi esetben 
a vizsgált területet a megemelkedett gyulladásos sejt-
szám alapján választottuk ki. A nagymértékű, immunsej-
rehidrálást követően TRIS-EDTA pufferes (pH 9,0) 
antigénfeltárás következett (mikrohullámú antigénfeltá-
rás, 10 perc, 900 W teljesítmény, majd 40 perc, 300 W 
teljesítmény). Ez után ﬂ uoreszcens in situ hibridizációs 
(FISH) jelölést végeztünk az X- és Y-kromoszómák 
centromerájára speciﬁ kus alfa-szatellita próbakeverékkel 
(SpectrumOrange, illetve SpectrumGreen jelölés; Vysis, 
Downers Grove, Amerikai Egyesült Államok). A dena-
turációt 85 Cº-on 10 percig, a hibridizációt 37 Cº-on 
egy éjszakán át végeztük. A sejtmagokat DAPI-t tartal-
mazó fedőanyaggal (Vectashield mounting medium with 
DAPI, Vector Laboratories, Burlingame, Amerikai Egye-
sült Államok) festettük. A tárgylemez lefedése után a 
metszetet digitálisan archiváltuk (Mirax Scan, szoftver-
verzió 1.11.25.0), majd eltávolítottuk a fedőlemezt és 
mosást követően 1%-os BSA-oldat segítségével blok-
koltuk az aspeciﬁ kus kötőhelyeket. Ez után monoklo-
nális egér-anticytokeratin (1:1, Miltényi Biotec, Bergish 
Gladbach, Németország) és anti-CD45 (clone:2 B11+PD 
7/26, 1:100, Leukocyta Common Antigen, M0701, 
DakoGlostrup, Dánia) elsődleges ellenanyagokkal a 
 mintákat szobahőmérsékleten 60 percig inkubáltuk. 
A CD45-jelölés esetében másodlagos jelölőanyagként 
Alexa Fluor 546-ot (1:200, Invitrogen, Carlsbad, Ame-
rikai Egyesült Államok) alkalmaztunk. További mosást 
követően magfestést végeztünk (Hoechst No. 33258, 
1:1000, Sigma, St. Louis, Amerikai Egyesült Államok), 
majd újra lefedtük a tárgylemezeket. A tárgylemeze-
ket digitálisan archiváltuk (Mirax Scan szoftververzió 
1.11.25.0). Ennek eredményeképpen azonos tárgyle-
mezről két, különböző információkat hordozó digitális 
tárgylemez készült. A metszetek kiértékelését párhuza-
mosan, digitális mikroszkóp (Mirax Viewer v.1,11,43,0) 
segítségével végeztük. A vizsgált személyek előzetes írás-
beli felvilágosítást követően beleegyeztek a vizsgálatba, 
amelyet a 69/2008-as számon engedélyezett a Semmel-
weis Egyetem Tudományos és Kutatásetikai Bizottsága.
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tes aggregátumok jelentős része follicularis szerkezetű, 
másutt egyértelműek voltak a diffúz lymphoid aggregá-
tumok. Mindkét esetben a gyulladásos sejtek Y-kromo-
szómát hordoztak, vagyis donoreredetűek voltak.
Bár a mérsékelt immunsejtes beszűrődést mutató 
gyulladásos területeken is jelentős növekedést (0,045%) 
tapasztaltunk a hámba vándorló sejtek számában a nor-
mális mintákhoz képest (0,027%), a különbség statisz-
tikailag nem volt értékelhető (p = 0,995), valószínűleg a 
minták kis száma miatt.
Megvizsgáltuk a mintában található lymphoid aggre-
gátumok (nagy immunsejtsűrűségű, környezetüktől 
 élesen elhatárolódó immunsejtes csoportosulások) köz-
vetlen környezetében található cryptákban a CD45–, 
Y-FISH+ sejtek számát. Ezeken a területeken az int-
raepithelialis donorsejtek száma, a kevésbé gyulladt te-
rületekhez képest is nagymértékben megnövekedett 
(1,075%), amely lényegességi szintet meghaladóan 
(szigni ﬁ kánsan) eltér a normális (0,027%, p = 0,002), 
valamint a gyulladásos (0,045%, p = 0,003) mintákhoz 
képest (3. ábra). Az Y-FISH+ sejtek legtöbbször egye-
sével helyezkedtek el a hámrétegben. Két esetben talál-
tunk a gyulladásos gócok közelében egy crypta hámré-
tegében két CD45–, Y-FISH+ sejtet, továbbá sikerült 
egy 3 XY+ sejtből álló csoportosulást kimutatni egy, 
a vizsgálat területén kívül fekvő crypta osztódási zóná-
jában (4. ábra). Ez utóbbi esetben ezek a sejtek az MSC 
helyi szaporodására utalnak, hiszen ilyen mértékű, pár-
huzamos beáramlásuk nem valószínű.
Megbeszélés
A mesenchymalis ős/progenitor sejtek szerepe ismert 
a vastagbélhám regenerációjában [1, 5, 6]. Vizsgálata-
inkban a férﬁ  csontvelővel átültetett nőbetegek vastag-
bél-biopsziás mintáiban a hámba vándorló CD45-nega-
tív, Y-kromoszómát hordozó őssejtek lényegesen gyak-
rabban fordultak elő diffúz gyulladás vagy lymphoid 
aggregátumok közelében. Ezek alapján feltételezhető, 
hogy a fokozott immunaktivitásra utaló diffúz vagy ren-
dezett aggregátumok elősegítik a csontvelői eredetű 
(mesenchymalis) őssejtek megjelenését és részvételét a 
vastagbélhám regenerációjában.
A recipiens nőktől származó vastagbélminták hámsejt-
jei XX-kromoszómákat tartalmaztak, tehát cryptáiknak 
hámrétege nem cserélődött ki a férﬁ donor-eredetű (XY) 
sejtekre. Ez a tény arra utal, hogy ha nem éri nagyobb 
mértékű sérülés a vastagbél falát, a szöveti őssejtek az 
átültetés után évekkel is biztosítani tudják a hámsejtek 
újratermeléséhez és a kismértékű regenerációhoz szük-
séges utódsejteket. Matsumoto és mtsai számos beteg 
(GVHD, nyelőcső-, vastagbélgyulladás) és egészséges 
mintát tanulmányozva kis számban ﬁ gyeltek meg Y-kro-
moszómájú, egymás szomszédságában elhelyezkedő sej-
teket [1]. Ez a tény és ezen sejtek kismértékű Musashi-
1-kifejeződése arra utalhat, hogy a sejtek ritkán osz-
tódnak, hámsejtirányú érésük gyakoribb jelenség. Ezt 
vizsgálatunk is alátámasztotta, jóllehet, az egyik crypta 
osztódási zónájában három egymás közelében elhelyez-
kedő Y-kromoszómájú sejtet találtunk, amelyek csont-
velői eredetű őssejt osztódásából származhattak.
A gyulladásos folyamatok és a hám regenerációjának 
időbeli lefutása még nem ismert. Valószínűleg a hámsejt-
té érő és az osztódó MSC-sejtek egymáshoz viszonyított 
aránya változhat meg a gyulladásos mikrokörnyezet ha-
tására (például nagyobb mértékű szöveti károsodást kö-
vető, gyors regeneráció során). Így a mesenchymalis ős-
sejtek utódsejttermelésükkel hatékonyabban vehetnek 
részt a hámréteg regenerációjában.
A hámban található CD45–, Y-FISH+ sejtek számá-
nak nagymértékű növekedése az aggregátum környe-
zetében található cryptákban arra utal, hogy az aggre-
gátumoknak fontos szerepe lehet a hám regenerációs 
folyamataiban.
Számos állatkísérlet eredménye szerint a mesenchy-
malis őssejtek keringésbe jutása felgyorsítja a gyulladá-
sos betegséggel összefüggésbe hozható regenerációs 
 folyamatokat, csökkentik a klinikai tüneteket [18, 19]. 
A csontvelői eredetű, mesenchymalis őssejtek regene-
rációs folyamatainak feltérképezése segíthet új kezelési 
módszerek kialakításában.
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